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Die Erfindung bezieht sich auf eine Biosensorkonstruktion 
durch On-Off Steuerung eines lonenkanals ttber biorekognitxve 
5 Wechselwirkungen 

Als Nachweissysteme fur biologische Molekiile sind Enzymsenso- 
ren bekannt, die die katalytische Wirkung von Biomolekvilen 
verwenden, urn ein spezifisches Biosignal z.B. die Konzentra- 

10 tion von Glukose in ein unspezifisches chemisches Signal z B. 
Konzentration von Wasserstof fperoxid umzuwandeln, welches 
sodann elektrochemisch in eine elektrische GrSSe (einen Strom 
Oder ein Potential) umgewandelt wird. Es ist bekannt, da* 
diese Sensortypen eine geringe Sensitivitat und grundlegende 

15 Probleme durch die unspezif ische Elektrochemie an Sensorober- 
flachen, welche neben Wasserstof fperoxid viele andere bxolo- 
gische Komponenten oxidieren kann, aufweisen. 

Als Nachweissysteme fur biologische Molekule sind weiters 
20 optische Systeme wie Surface Plasmon Resonan ce - Sensoren 
bekannt, welche die Oberf lachenbindung von Biomolekulen in em 
optisches Signal umzuwandeln vermogen. Es ist jedoch welters 
bekannt, da* der grofce apparative Aufwand und die zwar xm Ver- 
gleich zu den Enzymsensoren bessere aber for viele Anwendungen 
25 trotzdem nicht ausreichende Etapf indlichkeit dieser Sensoren 
diese Technik nur filr manche Bereiche eihsetzbar macht. 

Die Erfindung zielt darauf ab durch einen neuartigen Sensor- 
aufbau diese grundlegenden Einschrankungen zu besextxgen. 

30 (siehe Fig. 1) Die Biokomponente soli in diesem Sensoraufbau 
nicht zur katalytischen Umsetzung des Analyten Verwendung 
finden, sondem als selektive Barriere zur umgebenden Losung. 
Die Analyt dient sodann als Schlussel zur On/Off Steuerung 
eines lonenkanals. Durch diesen lonenkanal k6nnen pro Sekunde 

35 und Kanal bis zu 10* lonen in einen schmalen Membran - Elek- 
trodenspalt (10 - 300 nm) flieSen und dort dxrekt elektroche- 
nusch (etwa 3 P A je offener Kanal, bestimmt werden. Exne Sto- 
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rung des Mefisignals durch andere Komponenten der Ldsung wird 
durch eine selektive Membran mit eingebauten Kanalproteinen 
unterdrQckt . 

5 Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich von WO 89/01159 
durch die mit "Molecular Modelling" mdgliche sub-Nanometer 
genaue Anordnung eines Liganden am Kanaleingang des Ionenka- 
nals WO 89/01159 beschreibt hingegen die Bindung von relative 
grofien Rezeptorxnolekttlen (Antik6rper, Enzyme, Lektine,..) am 

10 Kanaleingang. Versuche zeigen jedoch, dafi eine genaue Positio- 
nierung der Bindungsstelle des Rezeptormolekills am Kanalein- 
gang technisch kauro m6glich ist und daher eine Veranderung des 
lonenstroms durch den Ionenkanal nur indirekt erfolgt, wobei 
der Effekt relativ gering ist. Die vorliegende Erfindung hin- 

15 gegen nutzt die hochgenaue Positionierung eines kleinen Ligan- 
den am Eingang des Kanals der sodann von einem groBen Molekvil 
(Analyt) erkannt und an der optimalen Stelle (Kanaleingang) 
gebunden wird. Diese Vorgangsweise ist nicht nur deutlich 
genauer sondern auch eine Umkehrung der Vorgangsweise von 

20 WO 89/01159 in dem das Rezeptorprotein, am Kanal immobili- 
siert, den Analyten biorekognitiv bindet, im vorliegenden Bio- 
sensor jedoch ein kleiner Ligand am Ionenkanal vom Analyten 
erkannt und gebunden wird. 

25 Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich von US 5,234,566 
durch die Verwendung einzelner Membranen, nicht einer Vielzahl 
zwangsweise identer Membranen. Auch ist der Aufbau der Membran 
nicht nur durch "self assembling" m6glich sondern kann auch 
durch andere Techniken erfolgen (z.B. LB-Filme) . Eine AbhSn- 

30 gigkeit der Leitf &higkeit vom Membranpotential ist nicht er- 
wilnscht, ein optimales Verhalten des Kanals sollte nahezu dem 
Ohmschen Gesetz folgen. 

Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich von EP 0 441 120 
3 5 A2 durch die nicht notwendige Vernetzung der Lipidmembran mit 
der Elektrodenoberf lache durch tiberbrtickende Molekiile. Der 
dauernde Kontakt mit zwei wafirigen Phasen ober- und unterhalb 
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der Membran <Zeichen einer nicht stabiXen Membran) , ist kexn 
notwendiger Teil der vorliegenden Erfindung. Die Verwendung 
einer Rahmenstruktur ttber die sich die Lipidmembran weiterer- 
streckt vermeidet apolaren Wande, an die die Lipidmembran 
5 grenzt, welche instabile und daher undichte Stellen der Mem- 
bran darstellen wttrden. 

Die vorliegende Erfindung beinhaltet nicht die in WO 94/07593 
geforderte direkte Vernetzung der Lipidmembran mit der Elek- 

L0 trodenoberflache unter Verwendung uberbriickender Linkerlipide . 
Ebenfalls unterscheidet sich die vorliegende Erfindung von 
EP 0 394 997 Al dadurch, dafi der Ihhalt der Erfindung den Auf- 
bau eines Biosensors unter Verwendung der Bindung eines Mole- 
kuls an einen immobilisierten Liganden zur ein/aus Steuerung 

15 eines lonenkanals in einer Membran nutzt und nicht den dxrek- 
ten Effekt organischer Molekule auf den Kanal selbst. Weiters 
ist die multimere Strukur der Porine mit dem Anspruch 1 (sta- 
biles Molekul) nicht vereinbar. Das neuartige Sensorprinzxp 
beruht auf folgenden Erkenntnissen: 

Als lonenkanal kann das sehr gut untersuchte und leicht zu- 
gangliche Kanalpeptid Gramicidin als Basis eines neuen Affxni- 
tatssensors dienen. Sowohl die Sequenzen als auch genaue Mole- 
kuldaten unterschiedlicher Gramicidinderivate konnten in den 

25 letzten Jahren bestimmt werden. Die Sequenzhomologien sxnd 
durchwegs hoch. Die lonenkanale werden dabei durch 2 assozx- 
ierte Molekule Gramicidin gebildet. Die Raumstruktur des Pep- 
tids ist dabei eine 6.3 - Helix die zentral einen offenen 
lonenkanal bildet und mit Tryptophanresten an den bexden 

30 Membranseiten dynamisch verankert ist. 

Es konnte durch patch clamp Techniken gezeigt werden, daS an 
beiden Seiten der Membran Gramicidin - Monomere eingeschrankt 
frei floaten. Kommt es zu einer Assoziation von 2 Molekulen 
35 Gramicidin unterschiedlicher Membranseiten so bildet sich exn 
durchgangiger lonenkanal. (siehe Fig. 1) 
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Chemische Modif ikationen der Gramicidinpeptide am N - Terminus 
k6nnen nach Def onnylierung (= Abspaltung der Cappingstruktur 
des Peptids) 2 Molektlle Gramicidin zu einem kovalenten Dimer 
(z.B. mit Weins&ure oder Malons&ure als Bisamide) verkniipfen. 
5 (siehe Abbildung) Diese Gramicidin-Dimer bilden die im Sinne 
der Patentanmeldung notwendigen stabilen Ionenkan&le in nattir- 
lichen und artif iziellen Membranen. Untersuchungen des Ionen- 
kanals zeigten eine Inhibierbarkeit des Ionentransfer durch 
eine starke Bindung von divalenten Kationen. Off net oder 

10 schlieSt sich ein einzelner Ionenkanal in der Membran so kann 
dies direkt durch einen Ionenstrom von 10 7 Ionen/s durch die 
Merabrankanal gemessen werden. Bisgramicidinmolekxile als Ionen- 
kanfile im Sinne der Patentanmeldung sind durch ihre hohe 
Stabilit&t, die gut chemische Charakterisierung, die M6glich- 

15 keit einer Vielzahl chemischer Modif ikationen und insbesondere 
durch die hohe Leitf&higkeit der Kan&le besonders gut geeig- 
net . 

Die zweite essentielle Komponente des neuen Sensorkonzepts ist 
20 die Membrantechnologie. Es wird dabei der Vorteil der black 
lipid membranes d.h. der freie Zugang zu be i den Membrans;eiten 
mit dem Vorteil der self assembling membranes d.h der stabilen 
Anordnung eines selbst aufbauenden Lipidfilms kombiniert. Die 
Wahl eines Photogelpolymers als Tr&germatrix fttr den Lipidfilm 
25 und die kovalente Kopplung der Lipidmonomer an diese Gelober- 
fl&che stabilisiert den Lipidfilm gegen jede mechanische Zer- 
st5rung f bzw. gegen das Floaten des zweiten Lipidfilms der 
Doppe lmembr an . 

30 Die dritte Neuerung im Rahmen des Sensorkonzepts soli die Ver- 
wendung von dunnschichttechnologischen Verfahrensschritten im 
Rahmen des Sensoraufbaus sein. Dabei soil zuerst der elektro- 
chemische Sensor nach etablierten dunnschichttechnologischen 
Verfahren gefertigt werden. Sodann soil mit Photolacken z.B 

35 aus der AZ-Serie oder mit Prohimid-Lack die Rahmenstruktur des 
Lipidfilms aufgebaut werden. Der n&chste Schritt ist sodann 
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die Fullung der hydrophoben Rahmenstruktur mit einem hydrophi- 
len Gel Photopolymer als Tragersystem fur die Lipidmenbran . 

Die Kopplung des On/Off Schalters auf den Gr-icidin Kanal 
5 erfolgt sodann durch selective chendsche Modxfxkation der 
carboxyterminalen - Ethanolandn Capping struktur . Dabex soli 
ein kleines durch Biorekognition erkanntes Molekul durch dxe 

Molekttls den Ionenkanal reversibel ver- 
Bindung eines groBes MoxeKuxs «*« 

schliefien. (siehe Fig. 1) 

° „ »^,it darauf ab eine neuartiges hochsensi- 

Die Erf indung zielt somxt daraui 

tives Sensorprinzip It der theoretiscben 
.ines einzigon AnalytaolettUs zu .cbef fen. ■»« 
wira nur durch die Bindung.Xonstante Uga»d,B l naungs»ole*U 
, 5 Z durch den Zeitbedarf des statistLchen Aufeinanaertreffen. 

der beiden Molekttle begrenzt. 

liters zielt die Er£indu» g auf den Aufbau solcher Sensoren 
Tit D unns=hi=nttechnol,ie-*o»patiblen Methoden wxe OUnn- 
2 „ Lichtsubstraten. Sputtern und Aufda^en der Metal , , ektro- 
aen Einsatz von PhotclacKen und mit phot OS e»stxven Polymery 
bergestellten aannechlchttechoolgischen Lipia^rantragem ab 
Z^Z. darOber hi— auch den neuartigen Au £ bau von 
talent gebunaen Lipidme^ranen an Poly.er-FiUs.xgKe.ts- 
25 Grenzf l&chen. 

Die .odeme a.adizinUch-bioch.aische Anaiytik ""^ ^ 
gr«*ere Antorderungen an die Selectivity und Sp.z l£l t.t 

MeSsystemen. 

30 Schnellere und insbesondere einfachere Testverfahren in *sr 
Biagnostik ennogUcben "^J^^ SubstanIe n in 
„ung wichtiger ^ ^Uerter universi- 

aer Arztpraxis Oder zu»xndest ^ 

35 tatskrankenanstaiten. DarCber * den patienten 

Messung von Blut- Oder urimnhaltss.often a 
neuartige Moglichkeiten eroffnen. 
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Der Einsatz des neuen Sensortyps ermdglicht die Nutzung aller 
biochemischen und chemischen Af f init&treaktionen zwischen 
kleinen diagnostisch oder umweltanalytisch relevanten Ligan- 
5 denmolekQlen und einem groEen den Ionenkanal sperrenden Mole- 
ktil. 

Per Einsatz der Erfindung kann daher z.B. als Blut HIV- Ant i- 
k6rper Sensor zur HIV-Diagnostik und zur Verlaufskontrolle von 

10 HIV-Infektionen erfolgen. Die derzeit im Handel befindlichen 
HIV-Tests sind trotz hoher Standards im diagnostischen Fenster 
von etwa 3-6 Wochen zu unsensitiv und damit in vielen Fallen 
zu unsicher. Dies fOhrt einerseits zu qu&lender Unsicherheit 
ftir Betroffene bei unklaren Testergebnissen ftihren anderer- 

15 seits kdnnen dadurch in Blutbanken immer noch trotz sorgffilti- 
ger Oberpriifiingen positive Seren in den Verkehr gelangen. 

Insbesondere in LSndern der dritten Welt sind die bestehenden 
Einmaltests zu teuer aber auch in vielen Fallen zu korapliziert 
20 in der Handhabung. 

Es kann daher ein selektives Pep t id aus dem V3 - loop des gp41 
Proteins als Erkennungsdeterminante an den Kanaleingang des 
Gramicidins gebunden werden. 

25 

Die Sequenz LGLWGCSGKLIC {eine Teilseguenz des HIV-Proteins 
gp41) bindet nun ihrerseits an Serumantikttrper von nahezu 
100 % aller HIV-inf izierten Personen. Zusatzlich mufi die 
Sequenz LGMWGCSGKLIC far HIV-inf izierte aus Westafrika verwen- 

30 det werden. Eine bindende Sequenz ftir HIV-2 lautet 
LNSWGCAFRQVC . Dabei bilden jeweils die beiden Cysteine sowohl 
bei HIV 1 als auch HIV 2 eine Disulf idbrOcke die fiir die voile 
Antigenit&t des Peptids essentiell ist. In der Mitte der 
dadurch gebildeten sogenannten V3 - loop ist eine basische 

35 Aminos&ure essentiell. FOr manche seltene Seren konnen auch 
noch flankierende Sequenzen von etwa 5 Aminos&ure die Anti- 
genitat verbessern. 



WO 96/12957 



PCT/AT95/00197 



- 7 



Die Bindung des Serumantik6rpers ftthrt im Rahmen der Erfindung 
2U einer Kanalblockade . Dieser Effekt kann dann mit -hoher 
Sensitivitat und auch Selektivitat gemessen werden. Nach exnem 
5 Test wird der Sensor kurz mit exnem Chaotrop gewaschen und der 
gebundene Antik»rper entfernt. Sodann kann der Sensor fur den 
nachsten Test verwendet werden- 

Der Einsatz der Erfindung kann weiters auch als Ham estrogen- 
ic sensor zur Bestimmung der fruchtbaren Tage erfolgen. Die 
Erkennung der fruchtbaren Tage im Rahmen des weiblichen Zyklu- 
ses ist durch die 24-48 Stunden vorangehende deutliche Ham- 
Ostrogenspitze nit guter Genauigkeit m6glich. ELISA- Tests zur 
Bestimmung dieses Ham- Parameters (oder von LH) sxnd sext 
15 einiger Zeit im Handel. Jedoch sind diese Tests nur Exnmaltest 
und Uberaus teuer, so daS eine Dauermessung durch den Patxen- 
ten nicht m5glich ist. Das neue Sensorprinzip kann exnen 
sensorkopf ermoglichen der zumindest eine Zyklusdauer d.h. 
etwa 28 Tage verwendet werden kann und deutlich genauere Aus- 
20 sagen iiber den Zykluszustand erm6glicht. Dieses Testsystem 
k ann sowohl bei unerfulltem Kinderwunsch die genaue Messung 
der empfangnisbereiten Tagen erm6glichen als auch als exne 
aufcerst schonende Methode zur Empfangnisregelung verwendet 
werden. Die Oberwachung der Wirkung von AntiSstrogenen xm Rah- 
25 men der Tumortherapie stellt einen weiteren wichtigen Exnsatz- 
bereich des Sensors dar. A*ch im Verlauf einer Schwangerschaf t 
ist die Messung des Ostrogenspiegels von diagnostischer Bedeu- 
tung. 

30 Der senaor kann Ober spezifische Antikarperbindung Ostrogen 
und dessen 17-Glucuronide- und Sulfonate «*•»">■*• 
Mange der H.m 8 «regene Kann sodann a!s z.itintegration ube 
oI£ ene und geschlossene Zeiten an eine* Kanal Oder : , a 
Hittelwertsstrom (b*w. dessen zeltabh»ngig>ceit , an ermgen 10 

35 bis 100 lonenKanSlen bestir -erden. Ms grower 

„ den vorangegangenen HIV sensortyp sell h>er 3 edoch xn 
reversibler Weise die Bindung an den Kanal rn ernem Verdran- 
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gungsassay genutzt werden (siehe Abbildung 1). Als zus&tzlich 
Komponente wird hier der Sensor mit einer analytpermeablen 
aber antikorperimpermeablen Meinbran liberzogen. Im Intennem- 
branraum befinden sich Antikdrper die selektiv mit Ostrogen 
und seinen Harnderivaten reagieren und urn einen gleichartigen 
Liganden am Ionenkanaleingang kompetitieren. So wird durch 
eine steigende Menge Harndstrogen der IonenfluB durch die Mem- 
bran von beinahe Null auf einen dem Ostrogenspiegel proportio- 
nalen Wert erhSht. 

Als fiufcere Membran kann dabei ein kommerziell erhaitlicher Typ 
einer Dialysemembran verwendet werden. 

In einfacher Weise kann dieser Sensor sodann leicht ver&ndert 
auch z.B. zur Messung des Hormons Progesteron verwendet 
werden . 

Die Erfindung zielt da r auf ab einen Sensor mit etwa folgenden 
Arbeitsschritten aufzubauen: 



1. ) Chemische Synthese eines lonenkanals z.B. Bisgramicidin A 

und kovalente Kopplung der Liganden an den Kanaleingang 

2 . ) DOnnschichttechnologischer Sensoraufbau 
3 . ) Polymermembranauf bau des Sensors 

25 4.) Lip idcoa ting des Sensors, 

5. ) Einbau des ligandenmodif izierten lonenkanals 

6 . ) Einbau in ein Kunststof f geh&use 

7. ) Fiir reversible Messiingen Aufbringen des reversiblen 

Bindungsmolekiils und Einbau einer semipermeablen Membran 
30 8.) Messung mit dem lonenkanals ens or 

Die chemische Synthese eine lonenkanals kann am Beispiel des 
Ionenkanalpeptids Gramicidin erl&utert werden. Die Synthese 
des Kanalpeptids Gramicidin A und dessen kovalenten Dimeren 
35 des Bisgramicidins geht von Gramicidin D aus. Mit Hilfe von 
silica oder reversed phase Chromatographic kann sodann reines 
Gramicidin A gewonnen werden. Dieses kann mit wasserfreier 
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Salzsaure in einem organischen Losungsmittel z.B. Methanol 
deformyliert werden. Das Produkt wird sodann wiederum nut 
reversed phase Chromatographie gereinigt. Die Dimerxsxerung 
erfolgt dann durch Kopplung nit einem Malonsaureester , Wexn- 
saureester Oder strukturell verwandten Crosslinkern. Dabex 
wird der Diethylester der Dicarbonsaure und Gramicidin A in 
DMF gelSst und langsam DPPA (Diphenylphosphorylazid) zuge- 
geben. Nach der Reaktion wird das Produkt wiederum nut 
reversed phase Chromatographie gereinigt. 

Die Kopplung der Aff initatsliganden an das carboxyterminale 
Ethanolamin ,des Gramicidin A, erfolgt durch Aktxvxerung der 
beiden freien terminalen OH-Gruppen des Molekuls nut z.B. 
Divinylsulfon oder chlorameisensaure-nitrophenylester . Sodann 
kann der Ligand durch seine OH, NH2, oder SH Gruppe selektxv 
terminal gebunden werden. 

Bs konnen auch beide terminalen 0H- G ruppen des Bisgranicidins 
„dt vinylsuXfon oder CMorameisensaure-nitrophenylester akti- 
viert und ndt einem Diaadn (Ethylendiamin. oder einer Di»er- 
captoverbindung ^esetzt werden. Das sich durch die IMsetzung 
bildenden Bisgramioidinderivat «agt soctann zwex termmale 
r.aktive Amino (Oder SH.-Gruppen. Sodann kann nit 
^actamido-c.prons.ure-N-hydroxysucoinimid-estern die zur 
Kopplung von Histidinen notige alkylierende Gruppe in das 
Molekvll eingefuhrt werden. 

Die Kopplung von Cstrogenen erfolgt an der Position 6 
(Ostriol 5stron) oder an Position 17 (Estradiol) der kon^u- 
1 T iaa „den fur Ostradiol dienen dabex 

gierten Ringsysteme. Als ^ganden ^ q 3 -gylcidylether 

17B-6stradiol 17-hemisuccxnat, 17|J Ostraaxox 9y 
oder 17 P -6stradiol 6- (O-carboxymethyl) oxim. 17 P -Ostradxol 
oder 17 P use 17B -6stradiol 6- (O-carboxymethyl) oxxm 

17-hemisuccinat und 17p-Ostraaxox 

sollen an das bereits beschriebene bisaminomodif izierten Bxs- 
S gramicidin Uber eine Amidbindung kov ^™ 
17P-6stradiol 3-gylcidylether kopplet dxrekt 
beschriebene bisaminomodif izierten Bisgramicidin. 
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Zur Kopplung des HIV-Peptid kann einerseits nach Schutz der 
Aminogruppe des Lysins (Arginins) im V3-loop die N-terninale 
Aminogruppe zur Kopplung verwendet werden, Als zweite Strate- 
5 gie kSnnen einige zus&tzliche terminale Histidine in das 
Peptid eingeftthrt werden, Diese kttnnen dann liber alkylierende 
Crosslinker an den Car boxy terminus des Gramicidins gebunden 
werden. 

10 Die Fertigung der Biosensorsubstrate erfolgt durch dUnn- 
schichttechnologische Verfahren. Die Fertigung folgt dabei dem 
Schema siehe Beispiele. 

Die nach den genannten Verfahren hergestellten beschichteten 
15 Sensorsubstrate werden sodann durch Polymer- diinnschichttech- 
nologische Verfahren Mr den Einsatz in elektrochemischen 
Ionenkanal-Biosensoren modifiziert. 

Der Tr&ger der Lipidbiomembran baut sich aus zwei unterschied- 
20 lichen photos trukturierbaren Polymeren auf : Einer Rahmenstruk- 
tur aus hydrophobem d,h. lipophilem Photolack und einem hydro- 
philes Photopolymer innerhalb der Rahmenstruktur als Membran- 
trfiger . 

25 Die Rahmenstruktur aus hydrophobem d.h. lipophilem Photolack 
kann durch photostrukturierbaren Polymere aus der Halbleiter- 
industrie aufgebaut werden. Es eignen sich dafiir einerseits 
etablierte Photolack vom Typ AZ (Hoechst) die durch nachfol- 
gendes Einbacken bei Temperaturen liber 150 Grad v611ig ver- 

30 netzten und daher vbllig unl6slich werden. Ein photostruk- 
turierbarer Polyimidlack {z.B. Probimide 408) weist ebenfalls 
eine aufiergew5hnlich gute chemische Resistenz auf muS jedoch 
bei Temperaturen zwischen 350 und 400 Grad eingebrannt werden. 
Ausgehend von den in den letzten Jahren entwickelten hydropho- 

35 ben photostrukturierbaren Polymeren aus der Halbleiterindu- 
strie konnen analog auch hydrophile Polymersysteme aufgebaut 
werden. Dabei kdrtnen'biokompatible, hydrophile und quellfahige 
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Polymervorstufen durch bivalente Photovernetzer vernetzt 
werden. Es bildet sich ein Polymernetzwerk mit steuerbarer 
PorengroBe. welches als strukturierbares Tragermateri.,1 zur 
ixnmobilisierung der Biokomponenten d.h. Lipidmembranen und 
5 Ionenkan&le client, 

insbesondere Polyvinylpyrrolidinpolymere mit hydrophilen 
Seitengruppen <-0H, Ester amide,.) k6nnen als viskose L6sungen 
durch spinnprozesse auf die Sensorrohlinge aufgebracht werden 

10 und durch Photocros si inker (meist Carben und Hitren - Bxldner 
z B 4 4--Biazidostilben-2,2--disulfonsaure) mit langwellxgem 
OV (350 - 390 nm) zu Polymerf ilmen vernetzt werden. Die reak- 
tiven funktionellen Gruppen des Polymers k6nnen dann aktiviert 
und zur Kopplung von Proteinen, Peptiden und Lipiden verwendet 

15 werden. 

D* Lipidfilme sowohl untereinander als auch an der Zellwand 
nicht durch kovalente Wechselwirkungen gebunden siud, konnen 
sie leicht unter desintegrierenden Bedingungen extrahxert 
20 verden. Dazu eignen sich hydrophobe Xg«nzien. Detergentien und 
Alkali, zum Aufbau einer stabilen Lipiduenbran mussen zwex 
grundsatzliche Problem gelast werden, Stabile Bxndung des 
Upidf il*s an die Onterlage und das Verhindern des Abf loatens 
des oberen Lipidfilms in Lipiddoppellayer. 

" Die stabile Bindung des unteren Lipid£il»s an die Gelober- 
flache erfolgt durch hydrophobe, ionische oder kov.lente Kopp- 
lung von z.B. Thiolipiden an eine =he»dsch reaktxve Oberfl*=he 

30 Dabei wird vor der Aufbringung des .... self asse^ling oder 
LB Thio-Lipidfilms auf die oberfiache dieselbe xn folgender 
weise Bodifizi.rt; Einfuhrung reaktiver OH- G r»ppen (»;»•*-* 
sauerstoffplas^a. und kopplung der OH-Gruppen mt brvalenten 
OH und SH reaktiven Crosslinkern wie z.B. Divinylsulfon. 



35 
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Sodann wird der in der genannten Weise aktivierte Sensor in 
ein Bad mit in organischem LM gelosten Thio-Lipiden getaucht, 
es erfolgt das self assembling. 

5 Der zweite Lipidfilm kann am ersten kovalent gebunden Lipid- 
film durch den Einbau von symetrischen Bis-Lipiden verankert 
werden. Diese tragen ebenfalls mindestens eine Thiogruppe urn 
an der Gelmatrix fixiert zu sein. Ein Anteil an frei beweg- 
lichen Lipiden ermSglicht die fluide Struktur der Lipidmem- 
10 bran. 

Der Einbau des modif izierten Gramicidinkanals erfolgt im 
gleichen Arbeitsschritt mit dem self assembling des Lipid- 
films. Das Liganden - modif izierte Bisgramicidin besitzt noch 
15 eine freie reaktive Gruppe am zweiten Carboxytenninus des Bis- 
gramicidinmolekuls. Diese kann in analoger Weise wie die 
Lipide kovalent mit der Geloberflache koppeln und so den Kanal 
fix (d.h. kovalent) in der Membran verankern. 

20 Durch Wechselstrom-Leitfahigkeit, Phasenwinkel und Impedanz 
kann die Ausbildung von Inhomogenitaten und die Dichtheit der 
Lipidmembranschichten auf Metalloberf lachen direkt beobachtet 
und quantifiziert werden. Insbesondere die Bildung self 
assembling von Filmen aufiert sich direkt in einer Anderung der 

25 Sensorkapazitat. 

Elektrochemische Leitfahigkeit- und Stroiranessungen ahnlich der 
Patch clamp Messung an Ionenkanalen in intakten Zellen oder an 
Membranf ragmen ten in der Spitze von Glaspipetten durch "mega 
30 seal" gebunden sind das fundamentale MeBprinzip des Ionen- 
kanalbiosensors . 

Die in der genannten Weise aufgebauten Sensoren liefern als 
Mikroleitfahigkeitsbiosensoren ein dem IonenfluS proportiona- 
3 5 les Stromsignal. 
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Als MeSplatze sind z.B. mit CPA 128 (Burr Brown) Eingangsstu- 
fen ausgestattet Verstarker geeignet. Auch .11. MeSplatze fur 
Einzelionenkanalmessungen in der patch clamp Techmk xm 
Bereich bis 0.1 P A sind fur den neuartigen im Rahmen der Er- 
5 findung beschriebenen Sensoren optimal geeignet. 

Die Erfindung wird nachfolgend an Hand von Ausfuhrungsbeispie- 
len naher erlautert 

10 Beispiel 1: Aufbau der Sensorsubstrate 

. verwendung von Sensorsubstraten aus Aluminiumoxid, Glas oder 

Kunststoff (Polycarbonat) 
. Herstellung von Photo„aske» Ober CAD. PS-File. Photoplotter. 
15 Eisenoxictaaske. bzw. Kunststof f filnmaske 

. Photolack AZS218 E. poaitiv 5000 rpn. 30 s 
. Mask-aligner: Karl sass MU MA «. 3« - "0 «, 7.5 

Oder Photolack-Entvickler AZ-D«veloper/Hoechst 60 s 

. Einbacken 120°C, 30 mln 
20 • Hochvakuuirbedaapfung tew. Sputtem der Elektroden 

z B 50 nm Titan. 100 n* Platin. oder Gold bzw. Palled™. 
Aniage: Balzers, ESQ 110. BB800 059BD nit 270' 
strahl^ienkkaj.one bei 2.10-* Torr. 150-c 1 »Ws b*w. Labor- 
anlage der Fa. Balzers 
25 . Floaten: 30 min, 80»C, Ultraschall mit AZ-Remover 
. Isopropanol Waschschritt 

. sagen der Wafer *it 100 p. Diauantsage *it C°^te~te U erun g 
. Aufbringen einer Ag/AgCl-Keferenzelektrode durch Ag-Poly 

mer-Lack 

30 und Curing bei 110°C 30 min 

Beisoiel 2: Reinigung des Gramicidin A 

Be p « • qi - 100 Polyol Saule der Firma 

Gramicidin D wird auf einer Si iou roxy 

g ^. _ „„„ n _ 80 % Methanol /Wasser von den 

Serva mit einem Gradient von 0 80 * net 

35 anderen Gramicidinen (B.O abgetrennt. 



WO 96/12957 



PCT/AT95/00197 



- 14 - 

Beispiel 3: Carboxyterminale Modification des Gramicidins 
500 mg Gramicidin A werden mit 10 ml Benzol gertthrt, ein 3-5 
facher OberschuE des Carboxygruppen modif izierten Liganden 
zugegeben und mit 10 fachem molaren OberschuE eines 
5 Carbodiimids (z.B* Dicyciohexylcarbodiimid) versetzt. Die 
Reaktion wird bei Raumtemperatur im Dunkeln vorgenommen. Der 
Verlauf der Reaktion wird mit auf Siligagel-Platten mit Hilfe 
der Dttnnschichtchromatographie (Chlorof orm/Methanol/Wasser : 
100/10/1) verfolgt. 

10 

Das Reaktionsgemisch wird sodahn auf einer praparativen C-18 
reversed phase SSule mit Methanol /Wasser gereinigt. 

Beispiel 4: Synthese des Bisgramicidins 
15 Das Ausgangsprodukt ist desf onnyliertes Gramisidin A, welches 
durch Spaltung von Gramicidin A mit wasserfreier SalzsEure in 
Methanol und nachfolgende Reingung mit praparativen C-18 
reversed phase S&ule mit Methanol /Wasser synthetisch gewonnen 
wird. 

20 

Die Dimerisierung des ist desformyliertes Gramicidin A erfolgt 
durch Zusatz eines 5 fachen molaren OberschuSes von Diphenyl- 
phosphorylazid zu einer L6sung von einem molaren Teil desfor- 
myliertem Gramicidin A und einem OberschuS (3 - 10) fach der 

25 Dicarbonsfiure <z,B. Malons&ure) in Dimethyl formamid bei unter 
- 10 °C. Die Reaktionsdauer bei 0 °C betr&gt 24 - 48 Stunden. 
Nach Stoppen der Reaktion mit Ethanol wird das Reaktionsge- 
misch nach einigen organisch/wassrigen Extraktionsschritten 
zur Trockene eingeengt und nach Aufnehmen des Rttckstands in 

30 einer kleien Menge Methanol auf einer praparativen C-18 
reversed phase S&ule mit dem Laufmittelsystem Methanol Wasser 
(90/10 bis 95/5) gereinigt. 

Beispiel 5: Aufbau der hydrophoben Rahmenstruktur 
3 5 * Der Polyimidphotolack Probimide 408 wird durch Spincoaten 
auf den Sensorchip aufgebracht (5000 rpm, 2 min) . 
* Softbake bei 110 °C fiir 15 Minuten 
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* Belichtung mit Photomaske mit UV (365 mn) 10 s 

* Postbake bei 100 °C fiir 5 Minuten 

* Entwicklen mit Tauch- oder Sprayentwickler 60 s (z.B. , 
QZ 3301) 

, v. * •acn <>r Hann 350 °C fiir 30 Mmuten 
5 * Curing: Linear in 1 h auf 350 C, dann jdu 

Beispiel 6: Aufbau des hydrophilen Lipidtragerpolymers 

Das hydrophile photovernetzte Gel wird nach f olgender Vor- 

schrift aufgebaut: 

10 2.5 % (w/v) PVP (Polyvinylpyrrolidon MW: 360.000 oder 
1 000.000) in destilliertem Wasser und 0.75 % (w/v) 
4 '4'-Diazidostilben-2,2'-disulfonsaure in destillierteia Wasser 
werden gemischt (3:2 v/v) . Die Prapolymerlosung wird entweder 
in die Photolackrahmenstruktur pipettiert oder der Sensor wird 

15 durch ein Eintauch- oder Spinbeschichtungsverfahren mit der 
PrSLpolymerlftsung iiberzogen. 

Das Photopolymer wird durch Belichten mit einer 50 W Quecksil- 
berdampf lampe far 5 s durch Einwirken von UV-A und OV-B gehar- 
20 tet und uberschussiger Vernetzer durch einen Waschschritt in 
Phosphatpuffer pH = 7.0 0.1 M entfemt. 

Beispiel 7: Aufbau des Biosensors 

Der Ablauf der Beschichtungsschritte und des MeSaufbaus iat in 
25 Figur 2 zusainmengef afit- 

Beispiel 8: Reinigung von Platinsensorelektroden 
Nach der Verwendung von 15slichen Thio-Verbindungen sind 
Metalloberflachen chemisch bzw. elektrochemisch blockiert = 
30 derivatisiert. Urn die kovalent Bindung der Thiole mit der 
Eiektrodenoberfiache zu brechen wird die Elektrode elektroche- 
mi sch zwischen -600 und + 1200 mV (bis in den 
sauerstoffentwicklung) versus Ag/AgCl gereinigt. Die elektro- 
chemische Reinigung erfolgt durch Anlegen einer zeitlich 
35 variablen Spannung an einen in neutralen Puffer eingetauchten 
Sensor . 
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Beispiel 9: Lipidbeschichtung der Sensorelektroden 
Die in Trif luorethanol gelflsten Lipide (2-10 fig/100 cm 2 Ober- 
fl&che) werden an einer Luf t/Flttssigkeit Phasengren?e auf 
einem LB-Trog gespreitet. In einem automatisierten LB-System 
5 wird der Lipidfilm von einer fluiden in eine semikristalline 
Phase komprimiert. Der Sensor wird sodann durch den Lipidfilm 
gezogen wobei ein Nanoaktuator der Firma Physik- Inst rumen - 
te/Deutschland (von einem DC-Motor mit der Aufldsung von 60 nm 
angetrieben) verwendet wird. 

10 

Unges&ttigte Lipidf ilme werden mit einer Photomaske bedeckt 
und durch das Licht einer SOW Mitteldruck Quecksilberdampf- 
lampe etwa 120 Sekunden vernetzt. Dabei werden die Lipide 
sowohl innerhalb der Lipidschicht als auch mit einem reaktiven 
15 Tr&ger vernetzt. 

Der Einbau modif izierter KanSle erfolgt in analoger Weise mit 
Mischungen aus Lipid und Kanalpeptiden. 
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Patentansprtiche : 



25 



30 



35 



1. Biosensor, dadurch gekennzeichnet . da* als Mefcprxnzxp exn 
lonenstrom durch die Kanale von in Lipidmembranen eingebauten 
kanalbildenden Molekulen verwendet wird, wobei durch dxe Bxn- 
dung von Ef fektormolekulen. welche beliebige Molekiile dar- 
stellen die an einen Liganden aus der Gruppe von Hormonen. 
Peptiden, Enzyminhibitoren, Umwelttoxinen, Pharxnawirkstof fen. 
Thiolen, Chelatbildnern und toxischen Substanzen mit exnem 
Molekulargewicht unter 2000 Dalton und Kombinationen davon 
binden, der lonenstrom verringert wird, und dabei dxe Ver- 
ringerung durch die Bindung von Ef fektormolekulen an am Kanal 
kovalent innnobilisierten Ligandenmolekulen bewxrkt wxrd, und 
jeder Kanal aus exnem stabilen Molekul oder mehreren stark 
gebundenen, nicht in Untereinheiten dissozxerenden Molekulen 
besteht . 

2. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet da£ als 
MeGsignal der lonenstrom durch die Kanale gemessen wxrd, wobex 
die Messung elektrochemisch uber die ^^^^Z^ 
Leitfahigkeit quer durch Membran, als Kapazxt.t der Membran 
oder als Konzentration f luoreszierender lonen wxe Europxum xm 
inneren Membrankompartiment erfolgen kann. 

. t „ criruch i und 2, dadurch gekennzeichnet, 

3 . Biosensor nach Ansprucn x u«« 

« die lipid-— Ober M«a!l- Oder Halbieiterei.Kcroden 
dirett: oder «it einen, Sub^ranvolumen von wen l9 er als 3 cm 
angebracht ist. wobei die auf dem Sensorsubstrat aufgebrachten 
Te^oden durcn COnnschichttecnnoiogie. oicfcschicnttechnoio- 
gie Oder aus dunnen gewalzten MetaUfolien g efer tl gt s.nd. 

4: Biosensor nach Anspruch 1 und 2. 'f^f* 

aas die Lipid*— durch r„. lt i,e f 

fcovaient Oder icnisch vemet«e Polymere. B1 opolym.re. Gele. 
Dendrimere oder kristalline Fes<*6rper getragen wxrd. 
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5. Biosensor nach Anspruch 1, 2 und 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Lipidmembran auf den wasserhaltigen und oder leitfahi- 
gen kovalent oder ionisch vernetzten Polymeren, Biopolymeren, 
Gelen, Dendrimeren oder kristallinen Festkdrpern kovalent 

5 gebunden ist. 

6. Biosensor nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Rahmen ftir die Lipidmembran durch Photostrukturieren 
eines Dilnnfilms von Polymer en, Gl&sern, Keramiken, Kohlen- 

10 stoff, Metallen oder Halbleiter erzeugt sind. 

7. Biosensor nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi als Kanalmolekttle Peptide oder Proteine verwendet werden. 

15 8. Biosensor nach Anspruch 1, 2 und 7, dadurch gekennzeichnet, 
daS als Kanal ein Peptidkanal mit einer 6.3 Helix verwendet 
wird. 

9. Biosensor nach Anspruch 1, 2, 7 und 8, dadurch gekennzeich- 
20 net, dafi als Kan&le Peptidkanale aus Gramicidinen und deren 

kovalent verknttpften Dimeren insbesondere N- terminal ver- 
knttpf ten Dimeren eingesetzt werden. 

10. Biosensor nach Anspruch 1, 2 und 7, dadurch gekennzeich- 
25 net, dafi als Kan&le kovalent vernetzte Alamethicin Kan&le ver- 
wendet werden. 

11. Biosensor nach Anspruch 1, 2 und 7, dadurch gekennzeich- 
net, dafi als Kan&le Bakterientoxine verwendet werden. 

30 

12. Biosensor nach Anspruch 1, 2 und 7, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Bindung des Liganden am oder nahe dem Carboxyter- 
minus des Kanalpeptids erfolgt. 

35 13. Biosensor nach Anspruch 1 und 2 dadurch gekennzeichnet, 
dafi als Kanale synthetische zyklische Peptide oder zyklische 
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aus zuckereinheiten aufgebaute MolekQle wie hydrophob modifi- 
zierte cyclodextrine verwendet werden. 

U. Verwendung des Biosensors na=» Anspruch 1 und S I « : Mes- 
sung von Hor*onen. viralen Protein*. — 

le „ Proteinen und Peptiden. ««eltgiften. hu»»en Protexnen 
und artif iziellen Toxinen. 
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